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'm Auftrag 



Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren in der Fluoreszenzmikroskopie, 
insbesondere der Laser Scanning Mikroskopie. 

Stand der Technik 

Ein klassisches Anwendungsgebiet der Lichtmikroskopie zur Untersuchung von 
b.ologischen Praparaten ist die Fluoreszenzmikroskopie (Lit, Pawley, ..Handbook of 
b.ological confocal Microscopy"; Plenum Press 1995). Hierbei werden bestimmte 
Farbstoffe zur spezifischen Markierung von Geweben. Zellen Oder von Zellteilen oder 
auch von Materialien verwendet. 
.Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie regen die FarbstoffmolekQIe 
Jdurch die Absoption eines Photons aus dem Grundzustand in einen angeregten 
Zustand an. Diese Anregung wird meist als Einphotonen-Absorption bezeichnet 
(AbbOa). Die so angeregten FarbstoffmolekQIe konnen auf verschiedene Weise in 
den Grundzustand zuruck gelangen. In der Fluoreszenzmikroskopie ist der Dbergang 
unter Aussendung eines Fluoreszenzphotons am wichtigsten. Die Wellenlange des 
emittierten Photons ist aufgrund der Stokesverschiebung im Vergleich zur 
Anregungsstrahlung generell rotverschoben, besitzt also eine groliere Wellenlange 
Die Stokesverschiebung ermoglicht die Trennung der Fluoreszenzstrahlung von der 
Anregungsstrahlung. 

In Abb.lb ist eine Mehrphotonenanregung dargestellt. 
k Das Fluoreszenzlicht wird mit geeigneten dichroitischen Strahlteilern in Kombination 
m.t Blockfiltern von der Anregungsstrahlung abgespalten und getrennt beobachtet 
Dadurch ist die Darstellung einzelner, mit verschiedenen Farbstoffen eingefarbten 
Zellteilen. moglich. Grundsatzlich konnen jedoch auch mehrere Teile eines 
Praparates gleichzeitig mit verschiedenen sich spezifisch anlagernden Farbstoffen 
e.ngefarbt werden (Mehrfachfluoreszenz). Zur Unterscheidung. der von den 
e.nzelnen Farbstoffen ausgesendeten Fluoreszenzsignale. werden wiederum 
spezielle dichroitische Strahlteiler verwendet. 

Der Stand der Technik soil im folgenden beispielhaft anhand eines konfokalen Laser- 
Scanning- Mikroskopes (LSM) erlautert werden (Abb. 2 ). 



Ein LSM gliedsrt sich im weseritlichen in 4 Module: Lichtquelle, Soanmodul, 
De,eK,onseinhei« und Mikroskop. Diese Module werden im foigenden naher 
beschneben. Es wird zusstzlich auf DE19702753A1 verwiesen 
Zur spezifischen Anregung der verschiedenen Farbstoffe in einam Praparat warden 
m emem LSM Laser mil verschiedenen Welleniangen eingesetzt. Die Wahl der 
Anregungswellenlange richtat sich nach den Absorptionseigenschaften der zu 
untersuchenden Farbstoffe. Die Anregungsstrahlung wird im Liohtquellenmodu, 
erzeugt. Zum Einsatz kommen hierbei versohiedene Laser (Argon, Argon Krypton 
T,Sa-Laser). Weiterhin erfolg, im Lichtquellenmodul die Selektion der Welleniangen 
und d,e Einstellung der Intensity der benotigten Anregungswellenlange, z.B durch 
.den Einsatz eines akusto optisohan Kristalls Anschlieliend gelangt dia 
P s~'r 0bSr ^ ° der 6,ne ~ S - das 

Die in der Lichtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mil Hilfe des Objektivs (2) 
baugungsbagrenzt iiber die Scanner, die Scanoptik und die Tubuslinsa in das 
Praparat fokusslert. Der Fokus restart punktformig dia Probe In x-y-Richtung ab. Die 
P,xelverwei,zei,en beim Scannan Ober die Probe liegen malst Im Bareich von wenigar 
als emer Mikrosekunde bis zu einigen Sekunden. 

Bei ainer kontokalan Detektion (desoanned Detection) des Fluoreszenzlichtes 
gelang, das Licht das aus der Fokusebena (Specimen) und aus den darflber- und 
damnterliegenden Ebenen emittier. wird, Ober die Scanner auf einen dichroltischen 

it sch, r° B) ' Di8Ser ,rennt F ' U ° re82 ™ ™ Anregungslicbt. 

¥ AnschNefiend w,rd das Fluoreszenzlicht auf eina Blende (konfokale Blende / Pinhole) 
fokussiert, die sich ganau in ainer zur Fokusebene konjugierten Ebene befindet 
Dadurch werden Fluoreszenzlichtanteile auSerhalb des Fokus unterdruckt Durch 
Varnren der Blendengrofie kann die optische Auflosung des Mikroskops eingestellt 
werden. Hinter der Blende befindet sich ein werterer dirchroitischer Blockfilter (EF) 
der nochmals dia Anregungsstrahlung unterdrtickt. Nach Passieren des Blockfilter* 
w,rd das Fluoreszenzlicht mittals eines Punktdetektors (PMT) gemessen 
Be, Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption arfolgt die Anregung der 
Farbstofffluoreszenz in einam kieinen Volumen an dam dia Anregungsintensita, 
besonders hoch 1st. Diaser Beraich 1st nur unwesentlich grower als der detektierte 
Bere,ch bei Venvendung einer konfokalen Anordnung. Der Einsatz einer kontokalan 
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Blende kann somtt entfallen und die Detek.,on kann direk, nach de m Objektiv 
erfolgen (non descannte Detektion). 

in einer weKaren Anordnung zur Detektion einer durch Mehrphotonenabsorptton 
engeregten Farbstofffluoreszenz erfolgt wetterhin eine descannte Detektion. jedocb 

1127! H dfe PUPi " e ° bieWiVeS h DeteWi — 'nnei, abgebildet 
(mohtkonfokal descannte Detektion). 

Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Bild wird durch beide 
Detekfonsanordnungen in Verbindung mit der entsprechenden Elnphotonen bzw 
Mehrphotonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt) wiedergegeben, die sich 

Uisch ZT" ° biektiVS beflndet ° UrCh d ' e A ^-hnung mehrerer 
an n T ^ ** Eb6ne in — hted — Tiefen z der Probe kann 
ansch hetand rechnergestatz, ein dreidimensionales Bi,d der Probe generier. werden 
Das LSM ist somit zur Untersuchung von dicken Praparaten geeignet. Die 
Anregungsweiiemangen werden durch den verwendeten Farbstoff mit seinen 
spezifischen Absorptionseigenschaften bastimmt. Auf die Emissionseigenschaftan 
das Farbstoffes abgastimmta dichroitische Filter stallan sichar, daS nur das vom 
jewa,hgen Farbstoff ausgesendete Fluoraszanzlicht vom Punktdetektor gemessen 



In Nomedizinischen Applikationan werden zurZei. mehrere verschiedene Zallan Oder 
^Zellregionen mit verschiadanen Farbstoffe glaichzeitig markiert (Multifluoreazenz, 
e ' n26,nen FarbS,offe kSn " en m « ^n Stand dar Technlk entwader aufgrund 
verscNedener Absorptlonseigensohaftan odar Emissionseigenschaftan (Spektran) 
getrennt nachgawiesan warden. Dazu arfolgt aina zusatzliche Aufspaltung des 
Fluoreszenzlichts von mehreren Farbstoffen mit den Nabenstrahltailarn (DBS) und 

PuldTr' 8 De,ekti ° n elnZel " en Fa *~-°nen in gatrannten 

Punktdetektoran (PMT x). Eine flexible Anpaasung der Detektion und dar Anragung 
an entsprachande neue Farbstoffaigenschaftan durch den Anwander ist mit dar oban 
baschnebanan Anordnung nicht mdglich. Statt dassen mussen for jaden (nauen) 
Farbstoff neue dichroitische Strahlteiler und Blockfiltar kreiert werden 
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Ubedagern Slch , ie Emissionsspektren ^ Farbstoffe so ^ ^ 
Detekbonseinnomungen an ihre Grenze, Um sin Obersprechen zwischen Jen 

rr;: ver r' den ' muB der spektraie d -*»«-^ 

*n ch h k ^ beide " Fart>Stoffe 0berla ^" «*» hie™ 

e nfach herausgeschninen und nicht de.ek.ier.. Somi. versoh,eeh,e rt sieh die Effizienz 

die ^T"" Ei " 9,eiCh9S S «" a| - - Rauschverhaitnisses kann nur dureh 
d,e Erhohung der Anregungsieistung erziel. werden, wodureh es zu einer 
Praparatschad^ung kommen kann. Deshaib werden heutzutage maxima, bis zu 6 
versch edene Farbstoffsonden simultan eingeserz., da die Farbstoffe sens, aufgrund 
der s,ch stark Qberlagernden Emissionsbander nieh. getrenn. werden konnen. 

|B,sher wurden Farbstoffe se modified, da* sie sich entweder in ihren 
^.eTh H 6 ' 9 T ° der ihre " E ~^"- haften voneinander 

Z ffl A?.' "* ^ EmiSSi0nSSp *- ™ -rsohiedenen .ypischen 
wlrie Z I 96 " EmiSSto "^" al Abhangigkei. von der 

Weilenlange. Zu erkennen is. das sich die mK 1 bis 4 bezeichneton Farbstoffe in der 
Lage und der Form ihrer Emissionsspektren unlersoheiden. Diese Farbstoffe sind 
iedo= n , n den meisten Fa(|en tox|sch fflr Lebendpraparate somB 

En e d on " " EV °' Uti ° n ^ in Lebendpr.para.en unmdgiich. 

En* der 90 er Jahre wurden in der Na.ur vorkommende Farbstoffe die 
sogenannten fluoreszierenden Proteine (GFP. YFP, CFP, TOPAS GFT RFP1 
entdeckt (Firma: Clonetenh , i ' ' K ^> 

^erir ? SySt6men W6rden RUOreSZen 2farbStoffe 2ur 5 P™- Marklerung 
der Praparate eingesetzt 
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Im ZEISS Laser Scanning Mikroskop META wird die Fluoreszenz spektral 

D r wlrd das Emissions,ich ' im Scanmodui oder im — i S 

Mehrp ho tonen-Absorp<ion> m« H.ife dee Haup,farb,ei,ers (MDB) vom 
abgespalten. Ein Biockschaitbiid der nun foigenden Detektoreinheit ist in Abb 5 
dargeete.lt Dae Lich. der Probe wird nun mft Hilfe von einer abbildenden Op^ 
be, konfokalor De.ek.ion durch eine Blende (Pinhole) PH fokusier,. wodurch 
Fluoreszenz, die auBerhaib dee Fokus en«s te nd. un.erdruck, wird. Bei einer 
n ch. d e n. en Detektion ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

w nke,d,spers,ven E,emen,s D, in seine Spek.raian.eiie zerlegt Ais winkeidispersive 
Element© kommen Pnsmen. Gitter und akusto optische Elemen.e in Frage. Das vom 

AnThTr T ^ " S6ine SPek ' ralen K ° mp ° nsnt - aufgespal.e. e Licb. wird im 
Anscbw au, e.nen Zei,ende,ek«or DE abgebilde.. Dieser Zei.ende.ek.or DE mi*. 

eek, „ Em ' SSi0nSSi9nal in Abha ™ von der Welleniange und wandel. dies in 

TuX: 7 ^ noob ein Linger 

zur Unterdruckung der Anregungswellenlangen vorgeschaltet werden. 

Der dargesteilte Aufbau beeohreib. im wesen«ichen einen Cerny Turner Aufbau. Be, 
e,ne konfokalen Detektion wird das Lich. L der Probe mi, der Pinholeoptik PO durcb 
e I rM h ^ PH f0kUSiert ' 8iner nicMd — nnten Detektion im Falle 
° , ; nen - AbSOrp,i0n kan " °~ B '°"*> enttalien. Der erste abbiidende 
Spiegel S1 koli.m.er, das Fluoreszenziicht. AnschlielJend tnffl das Licht auf ein 

^ oTT t be ; s ? lsweise ein Gwer mit einer unienzahi v ° n 651 unfe " >« - 

i nZ, n 3 UCht entSpre0hend «*« Welleniange in verschiedene 

F ^ htungen. Der zweite abbiidende Spiegel S2 fokusier, die einzelnen spektral 
au^espa,.enen We„en.angenan«e„e auf die entsprecbenden Kanale des 
Ze.ende.ek.ors DE. Besonders voneilhaf, is, der Einsatz eines Zeiien- 
Sekundare,ek, ro nenve rf ie,facbers der Firma Hamama.su H7260. Der De.ek.or besitzt 
32 Kanale und eine hohe Empfindiichkeit. Der frele Spektralbereich der oben 
bescnnebenen Ausfuhrungsform betrag, etwa 350 nm. Derfreie Spektralbereich wird 
« d,eser Anordnung gleichmaBIg auf die 32 Kanale des Zeilende.eklors verteil, 

Inordn, T ^ ^ 1 ° ™ ^ S ° mlt ist 

bi doe H ""^ ^ Z " SpektmSk0pte *** * ihr Einsate in einem 

2 br r n y ; : m vorte " haft ' da das signai pra d -*»—-« •**«» ce S 

rela«,v bre„en de,ek,,e rt en Spektralbandes noch reia.lv groij is,. Eine Verschiebung 
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i e i::i::::r eiohes kann zm durch eine v — — 

Eine weitere mogliche Ausfuhrungsform kannte die Verwendung eines 
Matnxdetektors (,B. eine CCD, beinhaite, Hierbei wird in einer KoordiL dZ 
das d.spers.ve Eiement eine Aufspa,,ung in verschiedene Weiieniangenanteile 
vorgenommen in der verbleibenden Richtung auf dem Matrixdetektor wird eine 
kornp'ette Ze„e (oder Spa„e) des gescannten Biides abgebildet Diese 
Ausfuhmngsform ,st besonders vorteilhaf. beim Aulbau eines Linienscanners (Li, ■ 
Code, K,no; ..Confocal Scanning Optica, Microscopy and Related Imaging Systems'- 

I d ™; P r 1 " 6) - Derprinziptel,e Aufba " -Wim wesentiichen dem eines 
.LSM nach Abb^. jedoch wird statt eines Punktfokus eine Linie in den Fokus 

t ^ 7 7 Z UnterSUChende Prote ™ °<ner Riohtung gescannt. A,s 

Sohln TT 6inem S °' Chen ^ Ste " einer L ° chb '<^ eine 

8 ohitebiende. Bne nichtdescannte Detektion bei Verwendung einer Mehrphotonen- 

2 f r n p, T m " di6Ser An ° rdnUn9 erf ° lgen - ka ™ «"«". * 

konfokale Blende entfallen. 



Durcb die spektrale Aufspaltung des Fluoreszenzlichtes kann nach Erfassung der 
Fluoreszenzspektren von Fluoreszenzmarkem in Reinform und der Erfassung von 
Spektren mit Fluoreszenzanteilen mehrerer Marker durch ein ..unmixing"- Verfahren 
) eme 9etrennte Erfassu "9 der Spektralanteile erfolgan ( DE 19915137 A1). 

Erfindung: 

ErfindungsgemaS ist nun erkannt worden, dad sich die Zahl der for die 
Fluoreszenzmarkierung verwendeten Fluoreszenzmarker verringern kann Oder eine 
Kombmatonk ausgenutzt warden kann, wenn nich, nur Fluoreszenzspektren in 
Reinform als Referenzspektren verwendet werden sondern 

auoh Referenzspektren von Mischformen aufgezeichnet werden, Diese Mischformen 
konnen beispielsweise durch den zeitabhangigen Farbezustand eines biologisohen 
Matenals charakterisiert sein, wenn ein Fluoreszenzmarker langsam zu einer 
Verfarbung fQhrt. 



6 



7698 DE 



Weiterhin kbnnen derartige Mischzustande duroh eine Mischfarbe gekennzeichnet 
weohsT" RUOreSZenZmarker S6ine Farbe *»■ Anregungseigenschaften 

Derartige Misohungsverhaitnisse konnen auf verschiedene Weise erzeugt warden- 
S,e kdnnen in der Probe vorhanden sein, durch Bestrahlung der Probe erzeugt 
werden Oder Ergebnis eines biologischen Presses seln, der duroh eine 
Bestrahlung angeregt wird. 

Misohspektren kbnnen einen biologisohen ProzeB oharakterisieren. beispielsweise 
e,ne KonzentrationsSnderung, wobei ein erstes Spektrum einem geringeren 
Konzentrationszustand und mindestens ein weiteres Spektrum einem hdheren 
^Konzentrationszustand entspricht. 

Mittels der untersohiedliohen Referenzspektren werden Bildkanale definiert und 
entspreohend ausgewertet. Die Erzeugung derartiger Referenzen kann Qberdas 
gesamte Bild Oder vorteilhaft Uber 

markierte „ regions of interest" (ROI) erfolgen. Ober derartige ROI kann auch eine 
gez,eite Manipulation durch definierte Bestrahlung erfolgen. Es kann weiterhin in 
e.ner ersten Region eine Referenz bestimmt werden und in mindestens einer 
we,teren Region eine gezielte Bestrah.ung und Messung durch Extrahierung von 
Misohspektren erfolgen. Eine Entmischung und Darste.lung der Spektren kann nach 
der Bildaufnahme oder wahrend der Bildaufnahme erfolgen 
| Uberraschend ergibt sich, daft neuartige Marker wie das fluoreszierende Protein 
W Kaede, das sich bei Bestrahlung von grun nach rot verfarbt (Lit: Ando, R Hama H 
Yamamoto-Hino, M., Mizuno, H., and Miyawaki, A. (2002), An optical marker based ' 
on the UV-induced green-to-red photoconversion of a fluorescent protein PNAS 
99/20, 12651-12656) bei der Erfassung von organischen Vorgangen, beispielsweise 
inter- und intrazelluiarer Vorgangeund zur Markierung einzelner Zellen bzw 
Zellpopulationen, eingesetzt und spektral detektiert werden kann 
Photokonvertierbare Farbstoffe, die dynamisch ihre Spektren aufgrund von 
■ntrazellularen Vorgangen verandern bzw. Farbstoffe, die fur FRET verwendet 
werden aber auch andere Indikatorfarbstoffe, konnen durch das erfindungsgemafce 
Verfahren vorteilhaft eingesetzt werden. 



7 



7698 DE 



L e s::r kannen in einer * « - «— ^ markiert 

Mnn™ unterschiedliche ZeL 1? P ^ Werden - AnschlieAend 

P^va^eGFP^s^Z h, \ l * Phe '**^ (2002,, A 
297 1873-1877, „ a , h ! Pleaching of proteins and cells. Science 

ausgeschaltet. 6 Re 9' onen em- und 
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In Fig. 4 wird schamatisch dargestellt. trie untarachiedliche Bildkanala CH1-CH3 
gebilde. warden, wobai wia dargea t a„t . untarschiadlicha apek,ra,e Mischvartai,ungan 
CH1-3 ah Rafaranz ve™andat und zur Bildauswertung harangazogan wardan 
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3. 



Patentanspriiche 

1. 

Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere mit einem Laser-Scanning- 
M.kroskop, wobei eine zumindest teilweise spektral aufgeloste Detektion des 
Fluoreszenzspektrums erfolgt und Referenzspektren zur spektralen Entmischung 
herangezogen werden, 
dadurch gekennzeichnet, dali 

die Aufnahme der Referenzspektren von zeiflich und / oder spektral veranderlichen 
Farbstoffen und/ oder Farbstoffkombinationen erfolgt und zur Bildauswertung dient. 

2. 

^Verfahren nach Anspruch 1, zur Erfassung von organischen Vorgangen. 
3. 

Verfahren nach Anspruch 2, zur Erfassung intrazellularer Vorgange. 
4. 

Verfahren nach Anspruch 2, zur Erfassung interzellularer Vorgange. 



Verfahren nach einem der AnsprOche 1 - 4, zur Erfassung von 
^ Zellen und/oder Zellpopulationen. 

6. 

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 - 5, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren photokonvertierbarer Farbstoffe erfolgt. 

7. 

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 - 7, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren photoaktivierbarer Farbstoffe erfolgt. 

8. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 1 - 7, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Indikatorfarbstoffen erfolgt. 
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9. 



Verfahren nach einem der AnsprGche 1 - 8, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Farbstoffen erfolgt, die dynamisch ihre Spektren aufgrund von 
intrazellularen Vorgangen verandern . 

10. 

Verfahren nach einem der AnsprGche 1 - 9, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Farbstoffen bei unterschiedlichem Anstieg der 
Fluoreszenzintensitat erfolgt. 

11 

^Verfahren nach einem der AnsprGche 1 - 10, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren vom fluoreszierenden Protein Kaede erfolgt. 

12. 

Verfahren nach einem der AnsprGche 1-11, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von PA-GFP erfolgt. 
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Zusammenfassung 

Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere mit sinem Laser-Scanning- 
Mikroskop, wobei eine zumindest teilweise spektral aufgeiaste Datektion des 
Fluoreszenzspektrums erfolg. und Referenzspektren zur spektralen Entmischung 
nerangezogen werden, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Aufnahme der Referenzspektren von zeiflich und / Oder spektral veranderlichen 
Farbstoffen und/ Oder Farbstoffkombinationen erfolg, und zur Bildauswertung dient. 
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